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RESUMEN

Antecedentes: Acido sidlico, un componente clave de los
oligosacaridos de la leche humana y tejidos neuronales, puede ser
un nutriente condicional durante los periodos de crecimiento
rapido del cerebro.

Objetivo: Probamos la hipotesis que las variaciones en el
contenido de acido sialico de una leche maternizada influiria el
comportamiento del aprendizaje temprano y la expresion genética
de las enzimas implicadas en el metabolismo del acido sialico en
lechones.

Disefio: Lechones (n=54) fueron asignados a 1 de 4 grupos
alimentados con sustituto de leche de cerda complementado con
cantidades crecientes de acido sialico como glicomacropéptido de
caseina por 35 dias. El rendimiento del aprendizaje y la memoria
se evaluaron con el uso de sefales visuales faciles y dificiles en un
laberinto radial de 8 brazos. Se midieron las concentraciones del
gangliosido y la sialoproteina cerebral y la expresion del mARN
de 2 genes asociados al aprendizaje (ST8SIA4 y GNE).
Resultados: En ambas pruebas, los grupos complementados
aprendieron en significativamente menos ensayos que hizo el
grupo control, con una relacién dosis-respuesta para la tarea dificil
(P=0.018) pero no en la tarea facil. En el hipocampo, se
observaron las relaciones dosis-respuesta significativas entre la
cantidad de los niveles de suplementacion de acido sialico y de
mARN del ST85144 (P=0.002) y GNE (P=0.004), correspondiente
con aumentos proporcionales en las concentraciones de acido
sialico ligado a las proteinas en la corteza frontal.

Conclusiones: Alimentacion de una fuente de acido sialico unido
a las proteinas durante el desarrollo temprano del aprendizaje
mejorado y la expresion aumentada de 2 genes relacionados con el
aprendizaje en el desarrollo de los lechones. El acido sialico en
leches mamiferos podria desempefiar un papel en el desarrollo
cognitivo. Am J Clin Nutr 2007;85:561-9.

PALABRAS CLAVE Suplementacion de 4cido sialico,
aprendizaje y memoria, expresion génica, desarrollo del cerebro,
lechones

INTRODUCCION

Un gran cuerpo de evidencia muestra que la lactancia proporciona
ventajas cognitivas a largo plazo, particularmente para los bebés
prematuros o nacidos pequefios (1, 2). La pregunta es ;por qué? El
tema sigue siendo polémico porque es dificil desenmarafiar los
factores genéticos, ambientales y nutricionales. La cuestion es de
profunda importancia clinica y de salud publica. Los avances en
las tecnologias reproductivas han aumentado el numero de
temprano de recién nacidos o pequeflos para la edad gestacional
(3), sin embargo, los resultados del desarrollo neuroldgico a largo
plazo siguen siendo pobres (4, 5). Son comunes el rendimiento
académico mas bajo y dificultades psicosociales y de aprendizaje,
especialmente problemas de percepcion visoespacial

(6). La evidencia de que la ingesta del nutriente per se es critica
proviene de raros ensayos controlados aleatorizados que
mostraron mayor IQ en bebés prematuros que fueron alimentados
con formulas enriquecidas (7). Por lo tanto, es un objetivo
importante la identificacion de nutrientes claves para el desarrollo
cognitivo.

Acido siélico, una molécula de azcar de 9 carbonos con una
fuerte carga negativa (también conocido como acido N-
acetilneuraminico), se produce en grandes cantidades como un
componente de los oligosacaridos de la leche humana (8, 9). El
acido sialico es también el residuo funcional terminal de los
gangliosidos y glicoproteinas cerebrales, tales como la molécula
de adhesion celular neural (NCAM). El cerebro de los bebés
amamantados tiene mayores cantidades de acido sialico ligado al
gangliosido y ligado a la glicoproteina que hacen los bebés
alimentados con formula (10). En comparacion con la leche
humana madura (=0.7 g/L), las féormulas infantiles proporcionan
poco acido sialico (0-0.2 g/L). En modelos animales, una fuente
exogena de acido sialico aument6 el rendimiento del aprendizaje,
asi como la concentracion de acido sialico en la corteza frontal del
cerebro (11, 12).

Entender las bases bioquimicas del aprendizaje, la memoria y el
desarrollo cognitivo son también desafios importantes. Los
cambios en el estado de polisialilacion de la NCAM ocurren
durante la migracion celular de neurita, sinaptogénesis (13, 14) y
el aprendizaje (15, 16). Dos polisialiltransferasas (a-2,8-
sialiltransferasa II y IV, abreviado como S78Siall y ST8SialV,
respectivamente) son las enzimas claves involucradas en el
metabolismo del acido sialico y han sido vinculados al
comportamiento del aprendizaje (17). Aunque el higado puede
sintetizar el acido sialico de novo a partir de la glucosa, la
actividad de la enzima limitante, UDP -N- acetilglucosamina-2-
epimerasa, es baja durante el periodo neonatal (18).

Sobre la base de esta evidencia, presumimos que una fuente
exogena de acido sialico podria ser necesaria durante periodos de

" De la unidad de Nutricion Humana, Escuela de Biociencias

Moleculares y Microbianas (BW, MK, HH, YS y JB-M), Departamento de
Genética Molecular y Clinica, Hospital Royal Prince Alfred (BY),
Facultad de Ciencias Veterinarias (PMcG), Universidad de Sidney,
Sidney, NWS, Australia; Departamento de Estadistica, Universidad
Macquarie, Sidney, NSW, Australia (PP); y el Centro para la Biologia
Conductual, Departamento de Ciencia Clinica Veterinaria de la
Universidad de Bristol, Bristol, Reino Unido (SH).

* Apoyado por la donacion de investigacion 302016 del Consejo Nacional
de Investigacion Médica y de la Salud (MRC & NH) de una subvencion del
proyecto de Mead Johnson Nutritionals de Estados Unidos y la
Mancomunidad de Australia.

? Las solicitudes de reimpresion para J Brand-Miller, Unidad de Nutricion
Humana, Escuela de Biociencias Moleculares y Microbianas, GOS8,
Universidad de Sidney, NSW, 2006, Australia. Correo -electronico:
j-brandmiller@mmb.usyd.edu.au.

Recibido el 10 de marzo de 2006.

Aceptado para su publicacion 2 de octubre de 2006.

Am J Clin Nutr 2007;85:561-9. Impreso en EE.UU. © 2007 American Society for Nutrition 561

G10Z ap 0Jaiga) ap Gz |@ opelAul Jod Bio uonuinu-usle ep opebiesss



m The American Journal of Clinical Nutrition

JuL YV AINGU LY AL

crecimiento rapido del cerebro. Utilizando un modelo animal
apropiado del bebé humano, hemos disefilado una serie de estudios
para determinar si la suplementacion de acido sialico temprana
aument6 el rendimiento del aprendizaje y de la memoria, el 4cido
sialico ligado a proteinas cerebrales y ligado a ganglidsido, y
niveles de mARN de las enzimas clave, UDP-N-
acetilglucosamina-2-epimerasa /N- acetilmanosamina quinasa
(GNE) y STSSialV'.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Se escogieron lechones porque desarrollo la estructura y
funcion cerebral durante el desarrollo se asemeja al de los infantes
humanos (19, 20). El lechon recién nacido es menos maduro
hablando de desarrollo, y su peso corporal es relativamente
pequeno en relacion a su peso de madurez. Por esta razon, los
lechones recién nacidos y lactantes de bajo peso al nacer son
vulnerables a los déficits del desarrollo. Lo importante es el
nacimiento de ambas especies que ocurre en medio del chorro del
desarrollo de la acrecion de la masa cerebral (19). Finalmente, el
sistema digestivo del cerdo comparte fisiologia y estructura
anatomica similar con los infantes humanos y tiene necesidades
de nutrientes comparables. Esto hace el lechon ideal para las
investigaciones  nutricionales coordinadas, metabdlicas 'y
moleculares.

Lechones domésticos machos de tres dias de edad (Sus scrofa,
Landrace/Large White cross) de 1.5-2.4 kg de peso se adquirieron
en una granja comercial (n=54), estratificado segun peso y
camada y asignados al azar a 1 de 4 tratamientos. Estaban
alojados en pares en una sala de control de temperatura con un
ciclo de luz de 12 hr (0800 —2000) y de oscuridad (2000 — 0800).
Los corrales caseros contenian un "nido" (un neumatico de goma
cubierta con una toalla), una lampara de calor, y un juguete de
plastico idénticas. Un lechon murié de neumonia en 2 semanas de
edad, dejando 53 animales en el analisis final. El protocolo del
estudio fue aprobado por el Comité de Etica Animal de la
Universidad de Sidney.

Suplementacién de glicomacropéptido de caseina

Glicomacropéptido de caseina (CGMP) proporcionando 60 mg
acido sialico/g fue mezclado en el substituto de la leche del cerdo
(productos alimenticios Wombaroo, Glen Osmond, Australia) en
concentraciones especificadas. La cantidad de la leche final vari6
segun el grupo: 140 mg/L (grupo 1, el grupo control sin afiadido
de CGMP, n=14), 300 mg/L (grupo 2, dosis baja, n=13), 635
mg/L (grupo 3, dosis media, n=14) y 830 mg/L (grupo 4, dosis
mas altas, n=12). Estas concentraciones representan un consumo
aproximado de 40, 85, 180 y 240 mg - kg peso corporal’ - d,
respectivamente, siendo la dosis mas alta comparables con las
cantidades presentes en la leche de la cerda (840 mg/L, datos no
publicados, 2003) y la leche humana (700 mg/L en la leche
madura). Los sustitutos de leche fueron formulados para que la
ingesta de proteina total siga siendo la misma independientemente
de la cantidad de CGMP agregado. Para mantener las tasas
normales de crecimiento, los lechones recibieron 285 mL leche -
kg' -d" en las primeras 2 semanas del estudio y 230 mL - kg™ -
d! en las semanas restantes. Los tiempos de alimentacién fueron a
las 0800, 1300, 1800 y 2230, con un adicional de 50 mL
leche/cerdo proveido en la ultima alimentacion. El peso corporal,
la ingesta de leche y el estado de salud de los lechones se
registraron diariamente.

La capacidad de aprendizaje y la evaluaciéon del rendimiento
de la memoria

Para reducir el estrés al principio, se nos permite dos lechones
en cada par en el laberinto de habituacion 1 dia antes de la prueba

tazon accesible contenedor

de leche vacio
contenedor

inaccesible
de leche

42m

Tarea facil

Tarea dificil

FIGURA 1. Representacion esquematica de la zona de aprendizaje con
laberinto radial de 8 brazos y las sefiales visuales utilizadas para las tareas
de aprendizaje facil y dificil.

Las pruebas de aprendizaje formal comenzaron el dia 21 con el
uso de un laberinto radial de 8 brazos (Figura 1) adyacente a los
corrales caseros. Una camara de video se instalo arriba para grabar
las pruebas de aprendizaje y de memoria. Se realizaron dos
pruebas de aprendizaje: tarea 1 y tarea 2. Ambas pruebas tenian
leche accesible (correspondiente a su grupo de tratamiento) en 1
brazo, y leche inaccesible en los 7 brazos restantes, tal que todos
los 8 brazos del laberinto dieron las mismas sefiales olfativas. En
ambas pruebas, una sefial visual que consta de 3 puntos negros fue
colocada al azar en una puerta con leche accesible en el brazo. En
la tarea 1 (la tarea facil), se coloco un punto negro en las 7 puertas
restantes. En la tarea 2 (la tarea mas dificil), se colocaron 2 puntos
negros en las 7 puertas restantes. La posicion de la sefial visual de
3 puntos negros fue cambiada entre los ensayos en un orden
aleatorio predeterminado.

Se probaron todos los lechones en el laberinto individualmente.
Se llevaron a cabo cuarenta ensayos de tarea 1 durante 5 dias (8
ensayos/dia) y 40 ensayos de tarea 2 durante 6 dias. Se determind
el rendimiento del aprendizaje como el numero de pruebas
tomadas para aprender con éxito la sefial visual y el nimero de
errores (puertas equivocadas) y ¢éxitos (puerta correcta) en
encontrar el brazo de leche accesible durante cada ensayo. Se
registr6 un error cada vez que el lechon ha entrado o pone su
cabeza a través de una puerta equivocada. Se registro un éxito
s6lo cuando los lechones entraron a la puerta correcta y
encontraron la leche accesible. El criterio para aprender la
localizacion visual fue un méaximo de 1 error en tres ensayos
consecutivos. Dos dias después de la terminacion de cada
conjunto de ensayos, la misma tarea se presentd como una
"prueba de memoria" sélo para un ensayo. Todas las pruebas
fueron realizadas por personal capacitado, uno de los cuales no
quedo6 ciego a la cantidad de la ingesta de acido sidlico. Los
resultados fueron corroborados por analisis independiente del
material de video. En el dia 34 o 35, los lechones fueron
sacrificados; los tejidos fueron recogidos y almacenados a -80 °C.
Se midieron los acidos sialicos ligados al ganglidsido de la corteza
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y el ligado a las proteinas segiin métodos publicados (10, 21). Se
determind la actividad de la sialitransferasa con el uso de un
método modificado por Laroy et al (22). Porque el estrés puede
influenciar el aprendizaje y la memoria, se midio6 la concentracion
de cortisol en sangre por la mafiana a intervalos semanales
comenzando el dia 7 con el uso de un kit comercial (Coat-A-
Count Cortisol; Diagndstico Products, Doncaster, Australia).

Cuantificacion relativa del mARN del gen objetivo

Fue extraido el ARN total de 3 areas distintas: hipocampo,
corteza frontal e higado de lechones con el uso del sistema de
aislamiento de ARN total de SV (Promega, Madison, WI) y se
convirtié en el cADN de la transcriptasa reversa (Superindice I11;
Invitrogen, Carlsbad, CA) y hexdmeros al azar. El analisis
cuantitativo se realizd con el uso de la reaccion en cadena de
polimerasa en tiempo real (PCR) con SYBR Green Master Mix
(Applied Biosystems, Foster City, CA). Se caracterizaron dos
secuencias de genes del cerdo objetivo (ST8SI44 y GNE) por
nuestro grupo (GenBank adhesion no. DQ133503 y DQ132898,
respectivamente), mientras que se recuper6 la secuencia del gen
de referencia (cerdo 18S ARN ribosomal) de GenBank
(AY265350). Se establecieron todas las PCR en tiempo real con
el uso del robot del manejo de liquidos (epMotion 5070;
Eppendorf, Hamburgo, Alemania) con el volumen total de 10 uL
y analizadas en triplicado. Las condiciones de la PCR y las
secuencias del cebador estan disponibles bajo peticion. La
cuantificacion se realizo en el Detector de Secuencia ABI Prism
7900 HT (Applied Biosystems). Los niveles de mARN fueron
representados por los niveles de cADN correspondiente, y los
niveles relativos de mARN se expresaron como (Epjanco)” "
(Ereferencia)pmmedio Ct’ donde Eblanco y Ereferencia son las eficiencias
de la PCR determinadas mediante el uso de un software libre de
suposicion LINREGPCR (version 7.5; Dr JM Ruijter, Centro
Médico Académico, Amsterdam, Paises Bajos) (23) y C, es los
numeros del ciclo umbral y se determiné con el uso del software
SDS (version 2; Applied Biosystems). Se observaron entre las
eficiencias de la PCR del 96% y el 100% para los genes objetivo y
de referencia (datos no mostrados). Primero se normalizaron los
niveles de mARN del objetivo individual a su gen de referencia
18S rARN en el mismo lugar. Finalmente, se considerd el valor
promedio del grupo de control como un calibrador, y los grupos
restantes con diferentes cantidades de suplementos de acido
sidlico se expresaron como una relacion de doblez n en los
graficos en comparacion con el calibrador. Demostramos que el
18S rARN es un gen de referencia adecuado en el estudio porque
no se observd variacion significativa en sus niveles de cADN
entre los grupos y las localizaciones (datos no mostrados).
Miembros del personal de laboratorio que emprendieron los
ensayos bioquimicos estaban cegados al tratamiento.

Analisis estadistico

Las diferencias en el aprendizaje (numero de ensayos
necesarios para aprender la sefial visual) se compararon con el uso
del analisis de supervivencia de Kaplan-Meier con regresion de
Cox para examinar posibles covariables que pueden influir en el
aprendizaje. Se realizaron comparaciones entre promedios (con o
sin covariables) con el uso del modelo lineal general [analisis
univariante de varianza (ANOVA)] con el ajuste de Bonferroni
para comparaciones multiples donde es apropiado. La correlacion
de Pearson fue utilizada para examinar la relacion entre el niimero
de errores, peso corporal y rendimiento de la memoria. Todos los
analisis estadisticos se completaron con el uso de SPSS para
WINDOWS 11 y 12 (SPSS Inc, Chicago, IL). Se utilizo un nivel
de significancia de 0.05.
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FIGURA 2. El porcentaje de lechones en cada grupo que aprendio la
sefial visual (alcanzado el criterio de aprendizaje) dentro de un
determinado numero de ensayos.

RESULTADOS

Rendimiento de aprendizaje

En las tareas faciles y dificiles, los grupos suplementados de
acido sialico alcanzaron el criterio de aprendizaje mas rapido que
el grupo control (P = 0.001, Kaplan-Meier, en tarea 1 y P =0.018
en tarea 2; Figura 2). En la tarea facil, solo el 45% del grupo
control alcanzo el criterio dentro de 40 ensayos comparada con
>70% en los otros grupos, pero no se observo ningun efecto dosis-
respuesta (P = 0.122, regresion de Cox). En la tarea dificil, el
100% de los lechones en el grupo 4 alcanzo el criterio dentro de
30 ensayos comparado con sélo el 70% del grupo control, con un
efecto claro de dosis-respuesta (P = 0.003, regresion de Cox). Los
resultados permanecieron sin cambios cuando se ajustd por peso
corporal o la tasa de ganancia de peso (datos no mostrados).

También se consideraron el numero total de errores (es decir, el
nimero de veces que el lechon eligio la puerta equivocada) como
medida de aprendizaje (figura 3A). Porque el aprendizaje en los
primeros 20 ensayos de la tarea facil fue probablemente sea
predominante "ensayo y error", se consideraron los ensayos 21 —
40 por separado. El grupo de control hizo significativamente mas
errores que los grupos suplementados para ambas tareas (P =
0.016 para los ensayos 21 — 40 de la tarea 1 y P = 0.048 para
todos los ensayos en la tarea 2; Figura 3B), pero no hubo orden de
la dosis respuesta. Ya que los lechones habrian utilizado el
aprendizaje en la primera tarea para facilitar el aprendizaje en el
segundo, se consideraron el nimero total de errores cometidos en
la primera como una covariable del aprendizaje en la tarea 2.
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FIGURA 3. La suma total de errores (es decir, numero de veces que el
lechon eligié la puerta equivocada) también fue considerada una medida
del rendimiento del aprendizaje. A: Numero de errores durante las
diferentes etapas de la tarea facil. Todos los grupos tienden a hacer menos
errores como aprendizaje progresado. B: Numero de errores en la segunda
mitad de la tarea facil (ensayos 21-40) y todos los 40 ensayos de la tarea
dificil. Hubo diferencias entre los grupos suplementados (grupo 1) y
control (grupos 2, 3 y 4) en ambas tareas pero ningin efecto dosis-
respuesta. C: Numero de errores en la prueba de memoria de las tareas
faciles y dificiles. Cuarenta y ocho horas después de la terminacion de cada
conjunto de ensayos, un ensayo de la misma tarea se presentd6 como una
prueba de memoria. Solo los lechones que habian alcanzado el criterio de
aprendizaje fueron probados. El nimero de lechones fue 6, 13,9y 10 en la
tarea facil y 11, 12, 13 y 12 en la tarea dificil para los grupos 1, 2, 3 y 4,
respectivamente. Las columnas con letras diferentes dentro de un grupo
son significativamente diferentes (x- £ SE; P < 0.05) basado en un modelo
lineal general (ANOVA univariante) con ajuste de Bonferroni para
comparaciones multiples.

La diferencia entre los grupos seguia siendo altamente
significativa (P = 0.002), y el efecto dosis-respuesta no fue
alterado. Los hallazgos fueron similares cuando se
consideraron los ultimos 20 ensayos en la tarea 2 considerado
por separado o cuando se utilizaron errores 1 — 10 en los ensayos
como covariable (P = 0.016).
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FIGURA 4. Porcentaje de lechones en cada grupo que alcanzo diferentes
criterios de aprendizaje en las tareas faciles y dificiles. Los criterios de
aprendizaje fueron (A) so6lo 1 error a través de tres ensayos consecutivos,
(B) sin errores en tres ensayos consecutivos, (C) 1 error a través de
cuatro ensayos consecutivos, (D) sin errores en cuatro ensayos
consecutivos, (E) 1 error dentro de cinco ensayos consecutivos y (F)
sin errores a través de cinco ensayos consecutivos. Hubo diferencias
significativas entre los grupos en el criterio A de aprendizaje de la
tarea facil (P=0.001) y la tarea dificil (P=0.018) y en los criterios C y
E de la tarea facil (P=0.006 y 0.003, respectivamente). Las diferencias
entre los grupos en los demads criterios de aprendizaje no fueron
significativas (P > 0.05, analisis de supervivencia de Kaplan-Meier).

En estudios como éste, la herramienta por la cual el aprendizaje
y la memoria son evaluados es critica. Si la prueba es muy facil,
todos los animales, incluyendo los controles, pueden aprender a
un ritmo similar. Si la tarea es muy dificil, s6lo unos pocos
animales pueden aprender en absoluto, y sera mas dificil
establecer una relacion dosis-respuesta. El aprendizaje de una
tarea dificil, sin embargo, se beneficia enormemente de
entrenamiento previo en una version mas facil de la misma tarea
(24). En el presente estudio, cuando la tarea de aprendizaje fue
relativamente simple, el rendimiento fue mejor sobre todo en los 3
grupos de tratamiento en comparacion con el grupo control (P =
0.001), pero no se observo ningtn indicio de una relacion dosis-
respuesta (P = 0.122). Podriamos haber planteado el nivel de
dificultad haciendo el criterio de aprendizaje mas estricto (por
ejemplo, 1 error en 4 o 5 ensayos consecutivos, en vez de 3).
Curiosamente, cuando analizamos retrospectivamente los datos
mediante criterios de aprendizaje cada vez mas estrictos, la
relacion dosis-respuesta era evidente, esta vez en ambas las tareas
faciles y dificiles (Figura 4).
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FIGURA 5. Concentraciéon promedio (+SE) de acido sialico en la
corteza frontal del cerebro. Las concentraciones de acido sialico ligado a
las proteinas fueron significativamente superiores en los grupos 2, 3 y 4
que en el grupo 1 (P = 0.029, 0.001 y 0.001, respectivamente). Las
columnas con letras diferentes dentro de un grupo son significativamente
diferentes (P < 0.05) basado en un modelo lineal general (ANOVA
univariante) con ajuste de Bonferroni para comparaciones multiples.

Una limitaciéon de nuestro método es que los lechones
continuaron a ser probados por el numero total de ensayos
(cuando la  prueba de memoria era administrada),
independientemente de si alcanzaron el criterio de aprendizaje.
Este "sobreaprendizaje" era en gran medida inevitable. Si
hubiéramos detenido los ensayos de esos lechones que alcanzaron
el criterio temprano, el tiempo transcurrido entre el logro del
criterio y la prueba de memoria habrian diferido entre los
lechones. Alternativamente, habiamos administrado la prueba de
la memoria inmediatamente, la edad de desarrollo de los lechones
habria diferido en el tiempo de la prueba de la memoria y por lo
tanto la eutanasia subsecuente.

Prueba de memoria

Sélo los lechones que habian alcanzado el criterio de
aprendizaje fueron evaluados por su habilidad para recordar la
sefial visual. Los grupos suplementados valoraron mas alto que el
grupo control en la tarea dificil (P = 0.036; Figura 3C) pero no la
facil (P = 0.285), sin efecto dosis respuesta en ambos casos. Mas
errores en los ensayos de aprendizaje predijo un mayor niimero de
errores en la prueba de memoria en la tarea 2 (P = 0.029) pero no
en la tarea 1 (P = 0.973). El peso corporal, tasa de ganancia de
peso y ritmo de aprendizaje no afectd significativamente el
rendimiento de la memoria (datos no mostrados).

Concentracion cerebral de acido sialico

La concentracion de acido sialico ligado a las proteinas en la
corteza frontal fue hasta un 10% mayor en los grupos
suplementados que en el grupo control (P = 0.001, ANOVA),
mostrando una relacion dosis-respuesta significativa (Figura 5).
La concentracion de acido sidlico ligado al gangliésido también
aumentd con la dosis, pero las diferencias no fueron
estadisticamente significativas (P = 0.307, ANOVA). Sobre una
base de lechén individual, una mayor concentracion de acido
sidlico en la corteza frontal tiende a predecir aprendizaje mas
rapido y mejor memoria en ambas tareas, pero ninguna de las
correlaciones, si paramétrico o no paramétrico, fueron
estadisticamente significativas.

Expresion de ST8S144y GNE
El nivel de mARN de ST8S/44 fue mayor en la corteza frontal
y el hipocampo en comparacion con el higado (P =0.001),
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FIGURA 6. Niveles promedio (+SE) de mARN relativos de S78S5144 y
GNE en los diferentes tejidos. Los niveles en el grupo 1 se utilizaron para
la referencia (1). Las columnas con letras diferentes dentro de un grupo
son significativamente diferentes (P < 0.05) basado en un modelo lineal
general (ANOVA univariante) con ajuste de Bonferroni para
comparaciones multiples, incluyendo todas las 12 barras en un panel.

mientras que el nivel de mARN de GNE fue mayor en el higado
(P =0.001). Se observaron relaciones de dosis-respuesta entre la
cantidad de suplementacion de acido sialico y del nivel de mARN
de ST8S144 (P =0.002 en el hipocampo; Figura 6A) y GNE (P =
0.009 en el higado y P = 0.004 en el hipocampo; Figura 6B). En el
hipocampo, el nivel de mARN de ST7T8S/A4 era =2.5 veces
superior en el grupo 4 que en el grupo 1 (P =0.003), mientras que
en el higado, el nivel del mMARN GNE era =3 veces mayor en el
grupo 4 que en el grupo 1 (P = 0.004). Se observaron
correlaciones significativas entre la concentracion de acido sialico
ligado a las proteinas en la corteza frontal y la expresion del
hipocampo ST8SIA4 (P = 0.029) y GNE (P = 0.012). Sobre una
base individual, se observo una tendencia mas alta para los niveles
de mARN del ST8SI44 en el hipocampo para correlacionar con el
aprendizaje mas rapido en la tarea 2 (P = 0.070) pero no en la
tarea 1 (P =0.207).

Actividad de la Sialiltransferasa

En la ausencia de un analisis especifico para la isoforma del
ST8SialV (NCAM y endo-N no estaban disponibles en el
momento del estudio), se evalué la actividad total de la
sialiltransferasa.
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FIGURA 7. Actividad promedio (+SE) total de la sialiltransferasa en la
corteza frontal del cerebro y la relacion entre la actividad de la
sialiltransferasa de la corteza frontal y el nimero de errores cometidos en
la tarea facil (r =-0.336, P =0.017, n = 50). Las columnas con las mismas
letras entre los grupos no son significativamente diferentes (P > 0.05)
basado en un modelo lineal general (ANOVA univariante) con ajuste de
Bonferroni para comparaciones multiples.

El ensayo engloba la actividad de algunas 20 enzimas distintas
responsables de catalizar la transferencia del acido sialico del acido
sidlico de citidina 5'-monofosfato a los conjugados glico de la
mitad del carbohidrato (25). No se observaron diferencias
significativas entre el grupo control y los grupos suplementados
(P=0 - 400; Figura 7A), y no se observaron ninguna correlacion
entre los niveles de mARN del ST8S/44 y la actividad total de la
sialiltransferasa (P= 0.705 en la corteza frontal y P = 0.458 en el
hipocampo). Sin embargo, la actividad de la sialiltransferasa en la
corteza frontal se correlacion6 inversamente con el numero de
errores en la tarea facil (r =-0.336, P =0.017; Figura 7B).

Ganancia de peso corporal

Peso corporal promedio (+SE) inicial fue la misma en cada
grupo (2.1 £ 0.04 kg), y los animales ganaron peso en tasas
similares (Figura 8). Aunque el grupo control pesé mas que los
otros grupos al final del estudio, las diferencias no fueron
significativas en el dia 21 (P = 0.068) o el dia 28 (P = 0.68)
cuando comenzaron los ensayos faciles y dificiles, ni fue la tasa
de aumento de peso (en g/d) significativamente diferente entre los
grupos (P =0.503).
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FIGURA 8. Ganancia de peso (+SE) promedio en cada grupo durante
todo el estudio. No se encontraron diferencias significativas entre los
grupos (P > 0.05) basado en un modelo lineal general (ANOVA
univariante) con ajuste de Bonferroni para comparaciones multiples.

Cortisol Plasmatico

Como una medida de la tension, la concentracion de cortisol
promedio en cada grupo fue la mayor en la primera semana y
disminuyo¢ significativamente durante el periodo de estudio sin
diferencias significativas entre los grupos (P = 0.285-0.547)
(Figura 9). Cuando la concentracién de cortisol del plasma
sanguineo fue utilizada como covariable durante el
aprendizaje, no se observaron efectos significativos (P > 0.05).

Contenido de aminoacidos

Aunque la ingesta de proteina total fue la misma en cada
grupo, el patron del aminoacido vari6 ligeramente (Tabla 1).
Esta diferencia era inevitable porque la composicion de los
aminoacidos de CGMP difiere de otras proteinas de la leche de
vaca, y otras fuentes de acido sidlico eran menos factibles
desde el punto de vista practico.
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FIGURA 9. Concentraciones promedio (£SE) de cortisol del plasma de
la sangre fueron evaluadas como una medida de la tension. Se recolectaron
muestras una vez por semana por 5 semanas en la misma hora del dia. La
muestra de sangre final fue recogida justo antes de la eutanasia. Las
concentraciones plasmaticas de cortisol no variaron por grupo de
tratamiento y no se correlacionaron con la memoria o la velocidad del
aprendizaje (P > 0.05) basado en un modelo lineal general (ANOVA
univariante) con ajuste de Bonferroni para comparaciones multiples. Las
concentraciones de cortisol disminuyeron después de la primera semana y
permanecieron constantes después de eso, lo que sugiere que los lechones
estaban habituados a su medio ambiente a comienzos de la semana 2.
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TABLA 1
Composicion estimada de aminoacidos en los sustitutos de leche de cerdo:

Aminoacido Leche 1 Leche 2 Leche 3 Leche 4 Leche de puerca
g/100 g de proteina

Arginina 8.0 6.0 5.8 54 5.8
Histidina 2.7 2.7 2.5 2.1 2.8
Isoleucina 4.9 5.6 6 6.5 4.1
Leucina 8.2 8.7 8.2 7.4 8.6
Lisina 6.3 7.2 7.1 6.8 7.6
Metionina 1.3 1.9 1.8 1.7 1.7
Cistina 1.1 0.8 0.8 0.9 1.6
Metionina + cistina 2.4 2.7 2.6 2.6 3.3
Fenilalanina 5.3 5.1 4.7 4.2 4.0
Tirosina 3.9 4.4 3.9 33 4.5
Treonina 3.7 4.6 5.4 6.6 4.2
Triptofano 1.3 1.2 1.17 1.1 1.3
Valina 5.1 6.1 6.1 6.2 5.4
Alanina 4.3 4.2 4.3 4.4 Trazas
Acido asprtico 11.7 10.0 10.2 10.4 Trazas
Acido glutimico 18.8 21.0 20.0 20.0 Trazas
Glicina 4.2 32 3.1 3.1 Trazas
Prolina 5.4 8.2 7.9 7.6 Trazas
Serina 5.1 5.2 5.4 5.5 Trazas

" Sobre una base de materia seca, el substituto de leche contiene la mezcla de 31% de proteina, 24% de carbohidratos, 40% de grasa y 5% de vitaminas y
minerales. La proteina fue una mezcla de caseina, suero de leche, soya y glicomacropéptido de caseina en una proporcién de 36:9:55:0 en leche 1,
36:3.5:53:7.5 en leche 2, 26.5:3.5:52:18 en leche 3 y 19:3.5:52.5:25 en leche 4. El carbohidrato era la lactosa. La grasa era una mezcla de grasa de leche,
aceite vegetal y extracto del aceite de pescado que contiene 0.65% de acido docosahexaenoico y acido araquidonico en la mezcla final. La mezcla de
vitaminas y minerales contenia =1.2-1.6% de Ca, =0.9 —1.3% de P, =0.7-1.10% de sal, 2.30% de lisina, 9 mg de vitamina A/kg, 90 ug de vitamina Ds/kg, 9
mg de vitamina B-2/kg, 500 mg de Mg/kg, 90 mg de hierro ferroso/kg, 15 mg de Zn/kg, 10 mg de Mn/kg, 8 mg de Cu/kg, 700 ug de I/kg, y 120 ug de Se/kg.
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DISCUSION

En el presente estudio, mostramos enlaces concurrentes entre la
ingesta dietética, la expresion génica, la bioquimica del cerebro y
el comportamiento del aprendizaje. De una manera dosis-
respuesta, el acido sialico suplementario se asocid con el
aprendizaje mas rapido, concentraciones mas altas de acido sialico
ligado a las proteinas en la corteza frontal y 2 — 3 veces niveles
mayores de mARN de dos genes relacionados con el aprendizaje,
GNE y ST8SI44. Porque la leche materna es una fuente rica de
acido sialico, los resultados proporcionan un posible mecanismo
para explicar el vinculo entre la lactancia materna y una
inteligencia superior.

Cabe sefialar las fortalezas y limitaciones de nuestro estudio.
Aunque nuestros resultados sugieren que el acido sidlico influye
en la memoria y el aprendizaje, no podemos descartar la
posibilidad de que afecta a otros ambitos del comportamiento
tales como la motivacién y motor o la funcion sensorial, que a su
vez altera la capacidad del aprendizaje. Asimismo, las 2 pruebas
de aprendizaje estaban destinadas a reflejar los diferentes niveles
de dificultad, pero la interpretacion esta comprometida porque los
lechones fueron de 2 diferentes edades (y maduracion) en el
momento de la prueba. Los lechones fueron la misma cepa de una
sola granja, pero no pueden ser excluidas las diferencias
genéticamente determinadas en la capacidad cognitiva. Las
diferencias entre los grupos se redujeron mediante el estudio de un
gran nimero de lechones (n = 53) representando a 14 diferentes
camadas. Les estratificaron por camada y peso y luego los
asignaron al azar a los 4 grupos de tratamiento diferentes que eran
aproximadamente iguales en numero, peso y hermanos de
camada. No obstante, el poder para reconocer las diferencias del
grupo en el estudio era pequeflo y de mayor variabilidad en uno de
los grupos redujo el nivel de significancia global. Aunque los
resultados del rendimiento del aprendizaje fueron confirmados por
analisis independiente sobre el material de video, el asistente
responsable de la investigacion para alimentacion y las pruebas de
laberinto no era ciego al tratamiento. Ademas, aunque la
concentracion de proteina total de cada leche era la misma. el

patron de los aminoacidos vari6 ligeramente (Tabla 1). Aunque es
poco probable, no podemos descartar la posibilidad de que las
pequeias diferencias en la ingesta de aminoacidos especificos
causaron cambios en los resultados del aprendizaje.

Examinamos la posibilidad de que las diferencias en las
respuestas del estrés pueden influir en el rendimiento del
aprendizaje y la memoria. Las concentraciones plasmaticas de
cortisol (una medida rudimentaria del nivel de estrés) no variaron
de los grupos (Figura 8) y no se correlaciond con el rendimiento
del aprendizaje o la memoria. Las concentraciones de cortisol
disminuyeron significativamente después de la primera semana y
se mantuvieron constantes después de eso, lo que sugiere que los
lechones se habian habituado a su entorno a principios de la
semana 2. De hecho, los lechones parecieron disfrutar de los
ensayos de aprendizaje y fueron "orgullosos" de sus éxitos.

También exploramos la relacion entre el rendimiento del
aprendizaje y las diferencias en la concentracion del acido sialico
del cerebro. En la corteza frontal, las moléculas de acido sialico
pueden estar ligadas a lipidos o ligadas a proteinas, formando los
grupos terminales funcionales de ganglidsidos y glicoproteinas,
respectivamente. En lechones, las concentraciones de ambas
formas fueron mas bajas que las encontradas en los infantes (10,
26) y el cerdo adulto (21). La suplementacion de CGMP se asocio
con una mayor concentraciéon del 10% de ambas formas de acido
sidlico del cerebro, pero solamente la fraccion unida a las
proteinas mostré una relacion dosis-respuesta significativa (P =
0.001). Debido a la forma ligada del gangliésido mostré6 mayor
variacion interindividual, un mayor tamafio de la muestra es
necesario para lograr la potencia adecuada en futuros estudios.
Ademas, debe determinarse la distribucion de los diferentes tipos
de gangliosidos porque algunos tipos pueden ser mas importantes
para el aprendizaje y la memoria que otros.

Muchos estudios han demostrado que el comportamiento del
aprendizaje aumenta la incorporacion del acido sidlico del
cerebro. En particular, la sintesis del gangliésido aumenta después
del acondicionado activo de la anulacién a largo plazo en ratas
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FIGURA 10. Mecanismo propuesto como acido sialico dietético y la funcion celular de la influencia del aprendizaje durante el desarrollo del cerebro.
1) Acido sialico enddgeno (Sia) se produce en el citosol a partir de glucosa o de los productos de la glucolisis. La enzima epimerasa de UDP -N-
acetilglucosamina-2-epimerasa /N-acetilmanosamina quinasa (GNE) es responsable por el paso de limitacion de velocidad, convirtiendo UDP-GlcNAc al
precursor del acido sidlico, N- acetil -D- manosamina (ManNAc). La actividad de GNE es baja en recién nacidos (18). 2) en el nicleo, se activa el acido
sialico a citidina 5'- monofosfato (CMP-Sia), el sustrato para la sialiltransferasas como polisialiltransferasa a-2,8-sialiltransferasa IV (S78SialV). 3) Dentro
del aparato de Golgi, los residuos del acido sidlico son transferidos a aceptores, incluyendo los ganglidsidos y la molécula de adhesion celular neural
(NCAM). La concentracion intracelular del acido sialico conduce la sintesis del acido polisidlico (PSA) en NCAM (30). CMP-Sia ejerce inhibicion de
retroalimentacion negativa sobre GNE, limitando la produccion excesiva de acido sialico libre (30). 4) La suplementacion de la dieta con acido sialico evita
GNE, aumentando la cantidad de acido sialico disponible para el metabolismo y por lo tanto CMP-Sia para la sintesis de acido polisialico. 5) El desarrollo
normal del cerebro y el aprendizaje activo aumentan el requisito de las estructuras sialilatadas, incluidos los gangliosidos cerebrales y NCAM (26, 27). 6)
Proponemos que el aprendizaje aumentado o la actividad de S78SialV mas alta automaticamente aumenta la expresion del GNE, acoplando asi la sintesis
de 4acido sialico endogeno a la sintesis de acido polisialico. Asi pues, durante épocas de demanda alta de acido sialico (aprendizaje y crecimiento del
cerebro), la retroalimentacion inhibitoria de CMP-Sia en GNE se reduce al minimo.

(27) y aumentos dependientes del tiempo en la polisialilacion de
NCAM ocurren dentro de 12 — 24 h de entrenamiento de escape
pasivo (16). NCAM es el principal portador de acido polisidlico
en el sistema nervioso central, y cambios en el estado de
polisialilacion facilitan la formacién de la memoria (28, 29). La
evidencia es fuerte que la concentracion de acido silico en las
células regula el contenido de acido polisialico en NCAM (30). El
aumento de la disponibilidad de acido sialico por sobreexpresion
de GNE con el uso de las células transfectadas de GNE-sialuria o
por la adicion de N-acetil -D- manosamina (el producto de la
reaccion de GNE y el precursor fisiologico del acido sidlico)
aumenta dramaticamente la cantidad de acido polisidlico de
NCAM (30). Los resultados del presente estudio sugieren que lo
contrario también es cierto; es decir, que aumenta en acido
polisidlico en NCAM hasta regular la sintesis de acido sialico.
Esto explicaria por qué la cantidad de suplemento de acido sialico
correlacionado no s6lo con mayor rendimiento del aprendizaje
sino también con un inesperado aumento en la expresion de GNE
(P =0.009 y 0.004 en el hipocampo y el higado, respectivamente).
Ademas, en cada lugar (higado, hipocampo, corteza frontal), el
nivel de mARN de ST8S/A4 correlacionado con el nivel de
mARN de GNE (n=53, P=0.0001, 0.038 y 0.016,
respectivamente). Esto implica que ambas enzimas trabajan en
conjunto para aumentar la sintesis de acido polisidlico de NCAM
durante el aprendizaje activo. Porque los recién nacidos tienen una
limitada capacidad de sintesis de novo de acido sialico (18), es
concebible que una dieta deficiente en la sustancia preformada
reduce la capacidad de aprendizaje temprano, a su vez reducir la
demanda para la sintesis endogena de acido polisidlico NCAM y
por lo tanto la necesidad de acido sialico por si mismo. Los
mecanismos propuestos por el cual las fuentes exdgenas y
endogenas de acido sialico podrian influir en bioquimica del
cerebro se muestran en Figura 10. Nuestro estudio no puede
contestar la pregunta si los suplementos dietéticos de acido sialico
aumentan la sintesis del tejido neural en la ausencia de actividad
del aprendizaje. Por lo tanto, se necesitan estudios adicionales que
incorporan simulado y diferidos tratamientos de aprendizaje.

Porque la regulacién postranscripcional del gen podria ser
importante, nos esforzamos para medir la actividad enzimatica
real en la corteza frontal. Por desgracia, la actividad especifica de
ST8SialV sola no podria ser determinada porque no se habia
establecido la separacion de las isoformas de polisialiltransferasa
en el momento del estudio. Aunque la actividad total de la
sialiltransferasa no difiri6 entre el control y los grupos
suplementados, una medida del rendimiento del aprendizaje (el
nimero de errores en la tarea facil) estuvo libremente relacionada
con la actividad enzimatica total (r =-0.336, P = 0.017; Figura 7B)
y fue significativo cuando se consideran solo los ultimos 20
ensayos (r = -0.282, P = 0.047). Tomados en conjunto, nuestros
resultados proporcionan evidencia que el acido sidlico desde una
glicoproteina fuente (CGMP) puede facilitar el desarrollo
temprano del cerebro en lechones jovenes cuando alimentados en
cantidades hasta e incluyendo la cantidad presente en leche de
cerda madura. Especulamos que las grandes cantidades de
oligosacaridos sialilatados en la leche humana madura (700 mg/L)
pueden ser un mecanismo al cual la lactancia materna promueve
mayor rendimiento cognitivo en los nifios. Es motivo de
preocupacion la relativamente pequeia cantidad de acido sialico
en formulas para lactantes (0 —200 mg/L) (9). Los estudios futuros
deben examinar la seguridad y la efectividad de las formulas de
suplementos de acido sialico para promover el desarrollo del
cerebro en los bebés prematuros y de bajo peso al nacer. =B
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